ERO

“Rev. Inst. Med. trop. Sdo Paulo
21(2):77-81, marg¢o-abril, 1979"

CDU 593.161.13
616.937.3
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RESUMO

Complexos imunes cireulantes (IC), formados com participagio de antigenos libera-

‘dos pelo Trypanosoma cruzi, foram observados em camundongos infectados com a . cepa
FL. A presenca dos IC foi revelada por imunodifusio de soros de 10.° e 152 dia da infecciio,

" contra C,g humano, apés prévia concentragiio com polietilenoglicol (PEG) e solubilizagsoem
tampio borato. A presenca de IC foi confirmada por reducio e alquilacio do mesmo ma.-
terial, seguida de nova difusfo contra C,q. Os antigenos parasitdrios presentes no IC fo-
‘ram identificados por difusfo dos mesmos soros, apos prévia concentragio com PEG e
B dissociagdo em tampéo glicina, contra soro hiperimune anti-T. cruzl. Os testes feitos indi.
cam que as substincias que reagem com C,f, presentes nos soros dos animais infectados,

sdo IC.

_INTROD_UQ.RO

-Babe-se, pelos trabalhos de SIQUEIRA & -
col. 13, DZEBENSKY 8, ARAUJO3 ¢ ARAUJO &
eol. 4, gue o Trypanosoma cruzi libera “in vivo”

" antigenos soliveis. Entretanto, a possabﬂldade
de que esses antigenos, juntamente com os an-

" “ticorpos especificos, pudessem formar comple-

xos imunes circulantes (IC) capazes de ativar
‘o sistema complemento, e de caracteristi-
cas convenientes & posterior deposicio nos teci-
dos, nao tem sido suficientemente pesquisada
na doenca dé Chagas.

" Recentemente, SIQUEIRA & FERRIOLI FI-
LHO 16 sugeriram a existéncia de correla¢io en-
tre a queda dos niveis de complemento hemo-
litico total e os nivels maximos de antigenos

circulantes, em ratos infectados por T. eruzi.

Neste trabalho, procuramos identificar a -

presenca de IC formados com participacho de
-antigenos parasitarios gue pudessem, pelo me-
nos em parte, explicar‘ a deplecio do comple-

. (*) Realizado com auxilio do CNPy-FINED

mento referida pelos Autores . antermrmente
mencionados. )
Para tanto, utilizamos s propriedade que’

-eertos IC possuem, de formar precipitados, em

gel difusao, quando em reacio com o Compeo- -
nente C,q do complemento; tal reagdo é aboli-
da quando os IC sdo reduzidoes e alquilados 1.

MATERIAL E METODOS

T. cruzi — Fol utilizada a cepa FL, isolada
e estudada por BRENER 6, cujos iripomastigo-
tas sanguicolas se apresentam, apds alguns
dias de infeccio, predommantemente como
“formas largas”. :

Soros de camundongos em fase aguda _da.
infeccio — 45 camundongos SW, de 20-25 g de
peso foram infectados por via intraperitoneal .
com 105 tripomastigotas da cepa FL, Soros fo-
ram colhidos apds 5, 10 e 15 dias. De cada san-
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-gria fol feita mistura dos soros de 15 camun-

E © dongos, a qual foi filtrada em “Milipore” (0,2

um), congelada rapidamente em nitrogénio Ii-

‘guido para evitar agregacfio de componentes.

séricos, e conservada a -70°C. Entre a sangria
dos animais e a separacio dos soros, feita a
. :4°9C, nao transcorreram mais de 40 minutos.

" . Procedimento igual foi adotado para o mesmo

numero de animais-controle.

Conecentracio dos IC - Foi feita por pre-
cipitacio dos soros com polietilenoglicol (PEG?}
- 6.000 (Sigma) segundo técnica de ZUBLER &
- col.18, Apds tratamento com PEG na concen-

- tracho final de 4% os precipitados foram divi-

didos em 2 aliguotas, sendo uma dissolvida em’
" tampéo borato 18 pH 83 e a outra, dissociada
. em tampao glicina-HCI pH 2,8, conforme reco-~

mendagéo de BOUT & col. 5. Depois de 5 horas

I

a 4°C e centrifugacio, os sobrenadantes foram °

- conservados a -70°C ou utilizados imediatamen-
te. -

' Os soros dos animals- controle receberam
Stratamento igual.

Imunodifusio em gel de agar — Feita con-
forme a classica téeniea de OUCHTERLONY 13,
Como fonte de anticorpos para os antigenos cir-
culantes do 'T. eruzi, fol usado soro hiperimune

:pi‘eparado em cavalo, por inoculacfes sucessi-
vas de formas vivas de cultura, da cepa Y do
T. eruzi. Posteriormente o anti-soro foi subme-
tido & digestio enzimética pela pepsina, segun-
do POPE 14 ¢, antes do seu uso, absorvide com
mistura de soros de camundongos normads com
o fim de evitar reacdes inespecificas. Outros 4
‘soros hiperimunes testados nio reagiram,
Preparacio de C q humano — Fol seguida
. téenica recomendada por WINCHESTER & AG-
.NELLO 17, Usou-se DNA tipe I, DNase tipo ST
(Sigma), e as quantidades-de C,q parcialmente
purificado obtidas, variaram de 1,7 a 4mg/m!.
A identificacdo e atividade das preparacoes fo-
_ram verificadas por difusio em gel de agarose
contra anti-C,q humano (Bioware) e aglutina-
g’é.o de particulas de litex, recobertas por Fra-
- ¢ao I19.10,
~ Controles ‘para a atividade prec1p1tance
dé C,q foram preparados com .IgG  humana
‘ {Beheringwerke) e imuneglobulinas (Ig) de ca-
- mundongos normais, obtidas estas Gltimas por
. precipitacio com sulfato de amdnioc a 456% de
“saturacio.
Pars controles positivos, tanto a IgG hu-
mana como a de camundongo foram agregadas,
de acordo com o método de MULLER-EBER-

8

HARD & KUNKEL 1. Primeiramente foram
aquecidas a8, 63°C durante 12 minutos e posie-
riormente os agregados foram precipitados_(_:om
sulfato de sédio. A concentragio usada, de am-

" bas, foi de lmg de proteina por ml.

Também como controle positivo das prepa-
racOes de C,q fol utilizado complexo imune so-
lvel; IgG humana (Hyland) — antiIgG hu-
mana (obtido no GP.L), preparade “in viire”,
em zona de excesso de antigeno.

Como controles negativos foram usadas
IgG humana e Ig de camundongo, sob forma

-monomérica, na concentracio protéica de

1mg/ml, bem como soros de camundongos nor-
mafis, tratados com PEQG.

Imunoedifusao em gel de agarose — Para
veri'fica,r;ao da presenca de IC nos sobrenadan-
tes dos precipitados obtidos com PEG a 4% e
solubilizados, fol feita a difusao dos mesmos
contra o primeiro componente do complemento
humanc C,q. Tais reagdes, reconhecidas atual-
mente como de grande especificidade na detec-
cdo de IC, foram feifas de acordo com WIN-

' CHESTER & AGNELLO 17, porém, a forca ioni-

ca do tampdo do gel de agarose fol de 0,11,
uma vez que, reducio da forca idnica pode pro- -
pleiar reacdes positivas com soros normazs ou
mesmo IgG monomeérica2, _

" Antes da pesquisa de IC nos precipitados
obtidos dos soros de camundongos infectados,
oS controles para o C,g foram aferidos: for-
maram-se linhas de precipitacio evidentes, en-
tre Clq e IgG humana e Ig de camundongo
agregadas & complexo imune solivel prepara-

do “in’ vitro”. IgG humana e Ig de camundon-.

go, monomeéricas, e ‘soros normais, ndo reagi-
ram. ' ' '

Reducao e alquilacio dos IC — Os IC pre-
cipitados pelo PEG, suspensos em tampio bo-
rato foram submetidos, segundo recomendagio
de AGNELLO & col.l, a processo de reducio,
feito com 2 mercaptoetanol (Sigma), durante
24 horas, na concentracio final de 0,IM, segui-
do de alguilagio em dialise contra 2-10doacet?_,-‘
mida (Sigma) 0,1M. Esta reducho foi feita com
a linalidade de diferenciar as reacdes de pre-
cipitactes dos IC, daguelas devidas a “endoto-
Xinas”.

O complexo lmune preparado “in. vitroe”,
IgG humana e a Ig de camundongo agregadas.
receberam o mesmo tratamento.

Todas as preparacgbes foram submetidas a

novas reagdes contra o C,q, apés o tratamento

com 2-mercaptoetanol e 2iodoacetamida. Veri-
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ficou-se que a reducgdo e alguilacio do comple-
x0 imune solivel, preparado “in vitro”, elimi-
nou a reacio com o Cg, 0 mesmo ocorrendo
com a IgG agregada, tanto humana como de
camundongo. No caso dos agregados fol, por
vezes, necessario elevar para 0,2M a concentra-
cio de 2-mercaptoetanol,

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Os precipitados solubilizados, obtidos dos
soros colhidos no 52 dia de infeccdo, néo re-
velaram linhas de precipitacio quando difundi-

Fig. 1 — Difusfio doa IC contra anti-T. eruszi

B — Bore de cavalo hiperimune anti-T. ernzl, absor-
vido eom mistura de soros normals de eamun-
dongos.

1. Precipitado da mistura de soros de camun-
dongos  Infectados, apds 15 dias, obtide ecom
PEG na concenbraciio final de 49 ¢ dissociado
em tampio glicina-HCI, pH 2.8,

2. Idem, apds 10 dias de infeccio.

. Idem, apds 5 dias de infecglio.

4. Mistura de goros de camundongos normais
submetidos ac mesmo tratamento deserito am
1.

G, Tgunl o 1 (IC dissocindod.

6. Precipitado da mistura de soros de camundon-
Eoz Infectados, apds 16 dias, obtido com PEG
n 4% de concentracio final e dissolvido em
tampdio horato, pH 853

dos contra o soro hiperimune anti-T. eruzi, o
mesmo ocorrendo na difuso contra o C,q hu-
mano. Parece-nos possivel que aos cinco dias
de infeccio, os antigenos talvez liberados, ain-
da ndo se encontrem sob a forma de IC de ta-
manho molecular adequado.

Contrariamente, os precipitados dos soros
colhidos no 102 e 15° dias, apds dissociacio em
tampéo glicina pH 2.8, revelaram linhas de pre-
cipltacio contra o soro hiperimune anti-T. eru-
zi (Fig. 1). Os mesmos precipitados, guando
apenas dissolvidos em borato, nio revelaram
tais linhas, indicando que os determinantes an-
tigénicos dos antigenos de T. cruzi presentes
no IC, encontravam-se ocupados pelos respecti-
vos anticorpos.

Reacoes positivas, obtidas por imunodifu-
sdo contra C,g humano, sugeriram fortemente
a presenca de IC nos precipitados obtidos dos
soros colhidos no 102 e 15.°2 dias. Os IC concen-
trados com PEG reagiram com C,q, gquando
apenas dissolvidos em tampao borato; gquando
tratados com tampao glicina, ndo reagiram, in-
dicando a dissociacio dos IC (Fig. 2).

Fig. 2 — Difusio em gel de agarose, dos IC dissol-
vidos ou dissociados. contra Cq humano,
C — O humano parcialmente purificado {(4mg/ml).
1. Precipitado da mistura de soros de camundon-
gog infectados, apds 15 dias, obtido com PEG
a 47 de concentraclie final ¢ dizsolvidos em
tamipio borato, pIl 8.3,
2, Idem, apds 10 dias de infecclio.
. Idem, apd= 6 dias de infeccio,
4, K e 6. mesmos precipitados de 1, 2 & 3 res-
pectivamente, porém dizzociados m
tampio glicina-HCI, pH 2,8

T3
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Apos a reducao a alguilacio dos IC presen-
tes nos soros dos camundongos infectados, ob-
tidos no 102 ¢ 15,2 dias, a reagio contra Cq fol
negativa (Fig., 3.

Fig, 3 — Dhfusio em gel de agarose, dos IC reduzmidos
e alguilados, contra Cg humano.

C — O parcialments  purificado  (4mg/ml),

1. Ig de camundongo monomeéricm.

2, I de camundongo agregada (lmg/ml),

3, IC dios goros de camundongos infectados, apis
15 diaa.

. Idem, dizaoclado em Eglicina.

. Idem, apia reducilc e alguilacho.

, IgEd humana monomerica,

= e e

Através desta reducio confirmou-se a pre-
senca de IC nesses precipitados e eliminou-se a
possibilidade de eventuals reacoes, devidas ape-
nas a antigenos talvez alnda livres, liberados na
circulacio pelo parasita, os quals pudessem rea-
gir com o Cq.

A presenca de IC soliveis, formados com
participacio de antigenos parasitarios e apre.
sentando capacidade fixadora de complemento,
parece-nos ser um dado novo na infeccio expe-
rimental pelo T. eruzi. Estudos sobre a impor-
tanecia desses IC na patogenia da doenca estio
sendo feitos, j4 que lestes sugestivas de meea-
nismos patogénicos envolvendo a deposicio de
IC, como arterites necrotizantes, foram referi-
daz hi varios anos, em pacientes na fase crd-
nica da doenca, por BRITO & VASCONCELOS 7
e em animals de laboratorio por OKUMURA &
col, 12,

80

SUMMARY

Circulating immune complexes in experimental
Chagas'disease. Identification of parasite
antigens in the complexes

Circulating immune complexes (IC) form-
ed with parficipation of antigens libherated by
Trypanosoma ¢ruzi FL strain, were demonstrat-
ed in experimentally infected mice. The pres-
ence of IC was revealed in the zera collected at
the 10th and 15t days of infection using human
C,q gel diffusion reactions, Sera were previous.
Iy conecentrated with polvethylene glicol (PEG)
and dissolved in borate buffer.

Reduction with 2-mercapto-ethano] and al-
kylation with Z-iodocetamide followed by C g
reactions confirmed the presence of IC in
the sera, sinece no lines were obtained.

The detection of parasite antigens in the
IC was investigated by diffusion of the sera
against anti-T. cruzi hyperimmune horse zerum.
Infected sera were previously concentrated
with PEG and dissociated in glycine buffer,

Studiez on the importance of such IC in
the pathogenesis of the disease are in progress.
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